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【要旨】糖尿病にともなう心筋障害の病態を解明する目的で，ストレプトゾトシン（STZ）糖尿病ラットに
ピオグリタゾン（PIO）30　mg／kg／日を14日間経口投与し（PIO投与群：P群，　n＝10），無治療で経過観察
した糖尿病群（D群，n＝8）と正常対照群（N群，　n＝10）との3記法で，電気刺激による単離心筋細胞収
縮弛緩時の細胞内Ca2＋動態を比較検：記した．細胞収縮時の細胞内Ca2＋濃度（［Ca2’］i）最大上昇速度はN
群に比べD群では有意に低下していた．また細胞弛緩時の［Ca2＋］i減少の時定数はN群に比べD群では延
長する傾向が認められ，さらに［Ca2＋］i最大増加量はN群に比べD群では減少する傾向が認められた．そし
てD群におけるこれらの異常はいずれもP群では改善する傾向が認められた．なおD群とP群との問には心
臓摘出時の血糖値およびフルクトサミンには差を認めなかった．以上の結果より，PIOはSTZ糖尿病ラッ
トの単離心筋細胞で認められた細胞内Ca2＋動態異常を，血糖値低下とは異なる機序で改善した可能性が示
唆された．
はじめに
　糖尿病患者では冠動脈疾患などの有無に関わら
ず，非糖尿病患者に比べ心不全に陥りやすいことが
知られている1）．このような糖尿病に特異的な心機
能障害は，細小血管障害2）や自律神経障害3），ある
いは高血糖などによる心筋細胞自身の代謝障害4）と
いった，いくつかの要因の相互作用によって形成さ
れるものと考えられている5）．筆者らはこれらの要
因のうち，とくに糖代謝異常が心筋細胞に与える影
響について研究を行ってきた．そしてストレプトゾ
トシン（STZ）糖尿病ラットから単離した心筋細胞
では収縮弛緩機能が低下していること，そしてイン
スリン抵抗性改善剤であるピオグリタゾン（5一［4一｛2一
（5－ethyl　12－pyridyl）　ethoxy｝一benzoyl］一2，4－thiazolidine－
dione）がこれらの機i能低下を改善することを報告
した6）．
　一方，細胞内Ca2＋は心筋細胞の収縮弛緩調節の
中心的な役割を果たしているが，これまで心筋細胞
内Ca2＋動態とピオグリタゾンとの関係についての
報告はなされていない．そこで本研究では，STZ
糖尿病ラットから単離した心筋細胞の収縮弛緩機能
低下に対するピオグリタゾンによる改善効果の機序
を解明する目的で，細胞内Ca2＋濃度（［Ca2＋】i）変
化の解析を行った．
研究材料および方法
　1．実験動物の作成
　実験には8週齢の雄性Sprague－Dawleyラット
（SDラット）を用いた．糖尿病は6週齢時にSTZ
（SIGMA社，米国）60　mg／kgを腹腔内投与するこ
とで誘発し，投与48時間後の随時血糖値が300
mg／dl以上のものを糖尿病ラットとした．糖尿病ラ
ットのうち無治療で経過観察したものを糖尿病群
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（以下D群：n＝8），ピオグリタゾンを経ロ投与し
たものをピオグリタゾン投与群（以下P群：n＝10）
として，いずれもSTZ投与14日間後に心臓を摘出
した．ピオグリタゾンは武田薬品工業（株）より提
供を受けたものを用い，原末を生理食塩水に溶解し
てゾンデを用いて投与した（STZ投与後14日間，1
日1回，30mg／kg／日）．さらに8週齢の正常SDラ
ットを正常対照群（以下N群：n＝10）とし，これ
ら3群について比較検討を行った．なおN群とD
群のラットにもP群と同量の生理食塩水をゾンデ
を用いて経口投与した（1日1回，14日間）．また
心門出時に採血を行い，血糖値を酵素（グルコース
オキシダーゼ）電極法で，またフルクトサミンを比
色法にて測定した．
　2．心筋細胞の単離
　摘出した心臓はLangendorff灌流法で20分間，
0．02％コラゲナーゼ（Worthington社，米国）にて
処理を行った．その後，心室筋を細切してさらにコ
ラゲナーゼ溶液中で撹搾しながら10分間処理を行
った．分散した細胞を遠沈管に集め（600rpm×2
分），1％牛胎児血清＋Krebs　Henseleit　buffer
（NaCl，　125．1　mmol／1；　KCI，　25．9　mmol／1；　KH2PO4，
1．2　mmol／1；　glucose，　11．1　mmol／1；　MgSO4，　2．5
mmol／1；　Na　pyruvate，　5．0　mmol；　HEPES，　11．8
mmol／1）にて洗浄後，　Dulbecco’s　modified　Eagle’s
medium（DMEM）中に移し37。Cで60分間イン
キュベートを行った．
　3．［C　a2＋1iの測定
　心筋細胞が浮遊するDMEMにdimethyl　sul－
foxide（DMSO）に溶解したindo－！／AM（同人化学
研究社）を5μmol／1回忌るように添加し，遮光下
で37。C，15分間インキュベートした．その後
DMEMで洗浄しさらに37。C，30分間インキュベ
ートを行った後，細胞浮遊液を測定用チャンバーに
入れ［Ca2＋】iの測定を行った．［Ca2＋］iの測定には
ARGUS　50／CAシステム（浜松ホトニクス）を用い
た．キセノンランプからの照射光をフィルターに通
して350nmの励起光を取り出し，単一の細胞全体
に均一に照射し，その励起によって細胞から生じる
蛍光をダイクロイックミラーを用いて405nmと
480nmの波長光に分光して取り出した．これら2
波長光の画像を1台のICCDカメラに撮像し，画像
解析装置を用いて各画素ごとに2波長光問の蛍光強
度比（ratio値）を演算した．今回は求めた各画素
のratio値の細胞全体の平均を［Ca2＋］iのratio値と
した．また［Ca2＋】iは絶対値ではなくratio値にて
測定したが，キャリブレーションを行った結果，測
定された［Ca2＋】iは細胞収縮前で10－7M前後，収
縮時のピL一一・一ク値でその6～9倍程度であり，これま
での細胞内電極法や発光物質を用いての値と差がな
いことを確認している．
　4．心筋細胞の収縮とIC　a2＋］i経時変化曲線の作成
　心筋細胞の収縮はfield電極を用いて行った．単
離した心筋細胞の両側近傍に細胞に接しないように
白金電極を設置し，350mV，0．25　Hz，　duration　time
6msecの条件で細胞膜を脱分極させた．細胞収縮
弛緩時の画像を33msecごとに取り込み画像処理
および解析を行った．ラット1個体あたり20個の
細胞について測定を行い，平均したratio値をその
個体の代表値として，［Ca2＋】i経時変化曲線を作成
した．
　5．IC　a2＋1i経時変化曲線の解析
　作成した［Ca2＋］i経時変化曲線の一例をFig．1に
示す．本実験では以下の3項目について検討を行っ
た．
　1）【Ca2＋］i最大上昇速度：max　VCa
細胞収縮機能の評価項目として電気刺激直後に
［Ca2＋］iが最も急激に上昇する部分，すなわちFig．
1－i）よりdR／dtを求め，［Ca2＋］i最大上昇速度
maxVCa（sec一1）とした．
　2）IC　a2＋］i減少の時定数：τ
　細胞弛緩機i能の評価項目として［Ca2＋】i減少曲
線，すなわちFig．1－ii）を1次指数関数∠Ca＝
A・e－t／・に近似した時の時定数τ（msec）を求めた．
なお∠Caは細胞刺激前の［Ca2＋］iを0としたときの
【Ca2＋】i増加量，　tは［Ca2＋］iがピークに達したとき
の時間を0としたときの経過時間（msec），　Aは1
次指数関数のy軸切片を表す．
　3）［C　a2＋］i最大増加量＝max△Ca
　細胞収縮機能の評価項目としてさらに細胞刺激前
の［Ca2＋】iとピーク時の［Ca2＋】iとの差，すなわち
Fig．1－iii）より［Ca2＋］i最大増加量max　A　Caを求
めた．
　結果は平均値±標準誤差にて表し，統計学的検
討は多群山検定のScheffe法（ANOVA）を用いて
行いp＜0．05をもって有意差ありとした．
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Fig．　1　Chronological　［Ca2’］i　changes
　We　investigated　the　following　three　parameters．
　1）　Maximum　velocity　of　the　increase　of　［Ca2’］i：　max　VCa
＝　dR／dt　2）　Time　constant　of　the　decrease　of　［Ca2’］i　ana－
lyzed　with　the　following　linear　exponential　function：　A　Ca
＝A・e－t／τ3）Maximum　increment　of［Ca2＋］i：max∠Ca
　2．ICa2＋1i変化の解析
　本実験：で心筋細胞収縮弛緩時の［Ca2＋］i変化の解
析のために検討した各項目についての3群間の比較
をFig．2に示す．
　1）max　VCa（sec－1）はN群　9．30±0．71，　D群
6．60±0．56，P群7．58±0．43であり，N群に比べD
群では有意な低下を認め，またD群に比べP群で
は改善する傾向が認められた（Fig．2－i））．
　2）τ（msec）はN群299±17，　D群356±15，
P群332±27であり，N群に比べD群では延長す
る傾向が認められ，またD群に比べP群では改善
する傾向が認められた（Fig．2－ii））．
　3）max∠」CaはN群0．48±0．04，　D群0．43±0．06，
P群0．48±0．02であり，N群に比べD群では減少
する傾向が認められ，またD群に比べP群では改
善する傾向が認められた（Fig．2－iii））．
結 果
　1．実験動物のプロフィール　’
　心臓摘出時の血糖値（mg／dl）はN群95±4，　D
群491±21，P群424±19であり，N群に比べD群，
P群ともに有意に上昇していたが，D群とP群との
問には有意差を認めなかった．また同時に測定した
血中フルクトサミン（μmol／1）はN群141±4，　D
群228±8，P群229±9であり，血糖値と同様にN
群に比べD群，P群ともに有意に上昇していたが，
D群とP群との間には有意差を認めなかった．なお
心臓摘出時の体重はN群に比べD群，P群ともに
有意に減少していたが（D群とP群との間には有意
差を認めなかった），心体重比は3群問で有意差を
認めなかった．（Table　1）
考 察
　1．max　VCaとmax△Caについて
　今回の結果ではSTZ糖尿病ラットにおけるmax
VCaの有意な低下とmax　A　Caの減少傾向が認めら
れ，さらにピオグリタゾンの投与によりそれらの異
常が改善される傾向が認められた．哺乳類心筋の
［Ca2＋】iは細胞膜の脱分極後，筋小胞体（sar－
coplasmic　reticulum：SR）膜のCa2＋放出チャネル
（ryanodine　receptor：RyR）から放出される大量の
Ca2＋によって急激に上昇する7）．このSRからの
Ca2＋放出は，細胞膜の脱分極によって細胞膜L型
Ca2＋チャネルから電位依存性に細胞内へ流入する
Ca2＋でトリガーされる（Ca2＋一induced　Ca2＋re－
lease：CICR）8）．しかし細胞外からの流入Ca2＋は
SRから放出されるCa2＋に比べると微量であるた
Table　1　Profiles　of　animals　at　sacrifice．　Body　weights　in　group　D　and　group　P　were　significantly
　　　　smaller　than　that　in　group　N．　Blood　glucose　and　serum　fructosamine　were　significantly
　　　　greater　in　group　D　and　group　P　than　in　group　N．　There　was　no　significant　difference
　　　　between　group　D　and　group　P．　Values　are　means　±　SE．
Group　N
（n　一　10）
Group　D
（n　一　8）
Group　P
（n　一　10）
Body　weight　（g）
Heart　weight／Body　weight　（O／o）
Blood　glucose　（mg／dl）
Serum　fructosamine　（ptmol／1）
279　±5
0．60　±　O．02
95　±4
141　±4
219　±　12：＋t
O．59　±　O．02
491　±　21＊
228　±　8＊
197　±　13＊
O．57　±　O．03
424　±　19＊
229　±　9＊
＊Significantly　different　from　group　N　at　P　〈　O．05．
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Fig．　2　1）　The　maximum　velocity　of　the　increase　of
　　　［Ca2’］i　（maxVCa　sec－i）　in　group　D　（6．60　±　O．56）
　　　was　significantly　lower　than　that　in　group　N　（9．30
　　　±　O．71）　and　the　impaired　maxVCa　shown　in　group
　　　D　had　a　tendency　to　improve　in　group　P　（7．58　±
　　　O．43，　P＝O．072）．　2）　The　time　constant　of　the
　　　decrease　of　［Ca2’］i　（T　msec）　in　group　D　（356　±
　　　15）　was　longer　than　that　in　group　N　（299　±　17，　P
　　　＝　O．053）　and　the　prolonged　T　shown　in　group　D
　　　had　a　tendency　to　improve　in　group　P　（332　±　27，
　　　p＝0．108）．3）The　maximum　increment　of［Ca2＋］i
　　　（max　A　Ca）　in　group　D　（O．43　±　O．06）　was　smaller
　　　than　that　in　group　N　（O．48　±　O．04，　P　一　O．064）　and
　　　the　impaired　max　A　Ca　shown　in　group　D　had　a
　　　tendency　to　improve　in　group　P　（O．48　±　O．02，　p　＝
　　　O．067）．　Values　are　means　±　SE．　＊Significantly　dif－
　　　ferent　from　group　N　at　P　〈　O．05．
め，max　VCaとmax∠Caは，おもにSRからの
Ca2＋放出速度や放出量によって規定されるものと
考えられる．すなわち，STZ糖尿病ラットの心筋
細胞ではSRからのCa2＋放出速度の低下や放出量
の減少が存在し，ピオグリタゾンはこれらの異常を
改善することでSTZ糖尿病ラットで認められた
max　VCaの低下やmax　A　Caの減少を改善した可能
性が考えられる．
　Bouchardら9）はSTZ糖尿病ラットの心筋細胞で
はSRが放出し得るSR内Ca2＋蓄積量が減少して
いることを報告し，さらにその原因として，SR膜
Ca2＋一ATPase（Ca2＋ポンプ）活性の低下によるSR
内へのCa2＋取り込み減少が関与している可能性を
述べている．これは糖尿病ラットでのSRからの
Ca2＋放出低下に，　SR内Ca2＋蓄積量の減少やSR膜
Ca2＋一ATPase活性の低下が影響している可能性を示
唆している．一方でSR膜RyR機能もSRからの
Ca2＋放出に関与している可能性が考えられるが，
糖尿病とRyR機能との関係についての報告はなさ
れていない．SR内Ca2＋蓄積量（あるいはSR膜
Ca2＋一ATPase活性）とSR膜RyR機能のいずれの異
常が，今回，STZ糖尿病ラットで認められたmax
VCaの低下やmax∠Caの減少に関与しているの
か，そしてピオグリタゾンがいずれに影響を与えて
いるのかについては今後の検討が必要である．
　2．Ic　a2＋】i減少の時定数τについて
　今回の結果では，正常ラットに比べSTZ糖尿病
ラットでは［Ca2＋］i減少の時定数：τの延長傾向が認
められ，さらにピオグリタゾンの投与により延長し
たτが改善する傾向が認められた．SRからのCa2＋
放出によって上昇した【Ca2＋］iは，細胞膜のCa2＋一
ATPaseやNa＋／Ca2＋交換機構による細胞外への
Ca2＋排出，あるいはSR膜のCa2＋一ATPaseによる
SR内へのCa2＋取り込みなどによって減少する
が8），Katzlo）によればその主体はSR膜のCa2＋一
ATPaseにあるとされている．よってτはおもに
SR膜のCa2＋一ATPaseによるSR内へのCa2＋取り込
みによって規定されるものと考えられる．
　糖尿病ラットでの心筋細胞SR膜のCa2＋一ATPase
活性低下についてはこれまでもいくつかの報告11・　12）
がなされている．よってSTZ糖尿病ラットの心筋
細胞ではSR膜Ca2＋一ATPase活性が低下し，ピオグ
リタゾンはこの低下したSR膜Ca2＋一ATPase活性を
改善することでSTZ糖尿病ラットで認められたτ
（4）
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の延長を改善した可能性が考えられる．また今回の
成績は，ヒトの糖尿病性心機能障害において認めら
れる左室拡張障害13・14）の原因の一つとしてτの延長
が関与していること，そしてピオグリタゾンがこの
左室拡張障害を改善しうる可能性があることを示唆
しており，さらに今後の検討が必要と思われる．
　3．ピオグリタゾンの作用機序について
　今回の結果では，STZ糖尿病ラットの心筋細胞
内Ca2＋動態異常に対してのピオグリタゾン投与に
よる改善効果が認められた．そしてこの改善効果は，
糖尿病ラット心筋細胞でのSRからのCa2＋放出低
下やSR膜Ca2＋一ATPase活性低下によるSR内への
Ca2＋取り込み低下をピオグリタゾンが改善したた
めである可能性が考えられた．
　ピオグリタゾンはインスリン抵抗性を改善する作
用を有するチアゾリジン誘導体の一つで，糖尿病で
低下したインスリンレセプター以降の一連の反応，
すなわちインスリンレセプターチロシンキナーゼ活
性の低下やインスリンレセプター自己燐酸化能の低
下，あるいはinsulin　receptor　substrates－1（IRS－1）
チロシン残基の燐酸翼翼低下やphosphoinositide　3－
kinase（PI3－kinase）活性の低下を改善し15・16），　glu－
cose　transportor－4（GLUT4）の細胞内から細胞膜
へのtranslocationを促進して17）グルコースの取り
込みを増大させる18）ことが知られている．
　ピオグリタゾンによる糖尿病ラットの心筋細胞内
Ca2＋動態異常に対する改善効果の機序としては，
このようなインスリン作用増強による血糖値改善を
介しての間接的な機序と，インスリン作用を介さな
い直接的な機序とが考えられる．しかし，今回の実
験で用いた投与量でのSTZ誘発糖尿病ラットの場
合，その血中インスリン濃度は測定感度以下である
ことが確認されており，さらに今回の結果ではピオ
グリタゾン投与による血糖値の改善効果は認められ
なかった．したがってピオグリタゾンによる改善効
果の機序は，インスリン作用増強を介さない直接的
なものである可能性が高いと考えらる．またチアゾ
リジン誘導体はおもに脂肪細胞の核に存在する
peroXisome　proliferator－activated　receptorγ（PPAR
γ）に対する特異的リガンドであることが知られて
いる19）．しかし心筋細胞の核ではおもにPPARαが
発現しているとされており20），ピオグリタゾンが核
内受容体を介して細胞内Ca2＋動態異常を改善した
可能性は少ないものと推測される．
　以上のように，STZ糖尿病ラットの心筋細胞内
Ca2＋動態異常に対するピオグリタゾンの改善効果
の機序は今回の結果では明らかではなかった．しか
し少なくとも細胞内Ca2＋動態異常の一部をピオグ
リタゾンが改善し得たという結果は，糖尿病にとも
なう心機能障害を解明する上で今後，新たな可能性
を示唆するものであると思われる．
結 論
　1．STZ糖尿病ラットから単離した心筋細胞にお
いて細胞内Ca2＋動態の異常が確認された．
　2．ピオグリタゾンは血糖コントロールを介さな
い直接的な作用機序で，これらの心筋細胞内Ca2＋
動態の異常を改善する可能性が示唆された．
　3．ピオグリタゾンは細胞内Ca2＋動態の異常を
改善することで，STZ糖尿病ラットの単離心筋細
胞における収縮弛緩機能低下を改善する可能性が示
唆された．
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Pioglitazone　attenuates　abnormalities　of　intracellular　calcium
　　　　　　　　　　　　　　　　　in　cardiomyocytes　of　diabetic　rats
Masahiko　KUME，　Takashi　MIWA
Third　Department　of　lnternal　Medicine，　Tokyo　Medical　University
　　　　　　　　　　　　　（Director：　Prof．　Tohru　HAYASHI）
Summary
　　Dysfunction　of　isolated　cardiomyocytes　in　the　diabetic　rat　was　improved　by　pioglitazone．　We　investi－
gated　intraccllular　Ca2＋concentrations（［Ca2＋］i）in　order　to　clarify　mechanisms　of　pioglitazone．
　　Eighteen　adult　male　Sprague－Dawley　rats　were　administered　streptozotocin　（60　mg／kg）．　Ten　of　them
were　treated　with　pioglitazone　（30　mg／kg／day）　for　14　days　（group　P）　and　the　rest　were　untreated
（group　D）．　Ten　normal　rats　were　prepared　as　controls　（group　N）．　At　14　days　after　injection，
cardiomyocytes　were　isolated　using　collagenase，　and　cells　were　incubated　with　indo－1／AM　at　a　con－
centration　of　5　pamol／1　for　15　min．　［Ca2’］i　was　measured　using　an　ARGUS－50／CA　system　（Hamamatsu
Photonics，　Ltd．　Japan）　and　fluorescence　images，　which　were　induced　by　an　exciting　light　（350　nm），
were　obtained　at　33　msec　intervals　for　cells．　Cardiomyocytes　were　found　to　contract　and　then　relax．
The　ratio　between　fluorescence　intensity　at　405　nm　and　that　at　480　nm　was　calculated　and　was　used　as
an　index　of　［Ca2“］i．　The　maximum　velocity　of　the　increase　of　［Ca2’］i　（max　VCa　sec－i）　in　group　D　（6．60
±　O．56）　was　significantly　lower　than　that　in　group　N　（9．30　±　O．71）　and　the　impaired　max　VCa　shown
in　group　D　tended　to　improve　in　group　P　（7．58　±　O．43）．　The　time　constant　of　the　decrease　of　［Ca2“］i
（T　msec）　in　group　D　（356　±　15）　was　longer　than　that　in　group　N　（299　±　17）　and　the　prolongation　of
T　shown　in　group　D　tended　to　decrease　in　group　P　（332　±　27）．　The　maximum　increment　of　［Ca2’］i
（max　A　Ca）　in　group　D　（O．43　±　O．06）　was　smaller　than　that　in　group　N　（O．48　±　O．04）　and　the　impaired
max　A　Ca　shown　in　group　D　tended　to　improve　in　group　P　（O．48　±　O．02）．
　　These　findings　suggest　that　the　reduced　contraction　and　the　delayed　relaxation　observed　in　diabetic
myocardial　cells　could　depend　on　［Ca2’］i　metabolism　impairment，　and　pioglitazone　may　improve　the
dysfunction　by　enhancing　the［Ca2＋］i　movcment．
〈Key　words＞　Diabetic　rat，　Cardiomyocytes，　lntracellular　calcium，　Pioglitazone
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